



























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































cancer in rodent disease models. Colonization of 129/SvEv Rag2-/- mice with H. 
hepaticus initiates development of hyperplasia and dysplasia in the large intestine 
(Erdman et al., 2003). In this model, increased levels of TNFα and nitric oxide appear to 
be critical for the progression of inflammation to cancer. Since our previous work 
indicated that the T6SS of H. hepaticus is capable of reducing inflammatory 
responses in the colon, we investigated the role of the H. hepaticus T6SS in the 
induction and progression of colorectal cancer in two distinct rodent models.  
 
Results 
3.1  The role of H. hepaticus in a colitis­associated model of colon 
carcinogenesis 
Strong evidence suggests that chronic inflammation of the colon can lead to disease 
progression into colorectal cancer (CRC). As H. hepaticus has been associated with 
the induction of chronic inflammation, we explored the functional impact of H. 
hepaticus and its T6SS on disease initiation and progression in an inflammation‐
driven model of CRC. Specifically, animals were treated with a colonotropic 
carcinogen, azoxymethane (AOM), followed by repeated cycles of an inflammatory 
agent dextran sodium sulfate (DSS) added to the drinking water (Neufert et al., 
2007).  
  Intraperitoneal administration of AOM initiates cancer by alkylating DNA, 
thereby facilitating base mispairings. AOM itself is not the final carcinogenic 
metabolite, but rather requires further stepwise activation that is dependent on the 
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microbiota (Fiala, 1977; Reddy et al., 1974). Furthermore, the detergent DSS is toxic 
to the epithelial lining of the colon, resulting in severe colitis when administered by 
itself. Thus, the AOM/DSS model of CRC leads to an inflammation‐driven tumor 
progression that causes rapid growth of multiple colon tumors within 10 weeks. 
  Pathology in the AOM/DSS model of CRC highly resembles that found in 
spontaneous CRC in humans. In both cases, tumors predominantly localize to the 
distal colon and exhibit polypoid growth. However one striking difference is that 
tumors in the AOM/DSS model often lack mucosal invasiveness and rarely 
metastasize. AOM/DSS‐induced tumors resemble tumors found in human CRC at the 
molecular level as well. Common features included: aberrant protein expression for 
adenomatosis polyposis coli (APC); mutations and altered cellular localization of β‐
catenin; dysregulation in cellular myelocytomatosis oncogene (c­Myc), cyclin D1, and 
cyclin­dependent kinase 4; and elevated levels of enzymes involved in prostaglandin 
and nitric oxide synthesis. 
  In our studies, adult mice were colonized with either wild‐type, T6SS mutant 
∆IcmF, or no H. hepaticus for one week prior to injection with AOM and 
administration of DSS. Approximately three months after disease induction, tumors 
in the colon were quantified and measured for size. Surprisingly, there was no 
significant difference in the size or total number of tumors among all groups of mice, 
suggesting that colonization with H. hepaticus had little impact on the progression of 
disease (Figure 7). As tumor analysis was conducted at the end of the experiment, 
any existing differences in early stages of tumor progression may have gone 
undetected. In addition, DSS alone is often used as an inflammatory agent to induce 
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colitis. Thus it is possible that the strong inflammation induced by multiple cycles of 
DSS treatment may have ‘overwhelmed’ the immune system and masked any 
inflammatory (or anti‐inflammatory) effects mediated by H. hepaticus and its T6SS. 
 
3.2  The impact of H. hepaticus on cancer progression in ApcMin/+ mice  
The ApcMin/+ mouse is a well‐established animal model of human familial 
adenomatous polyposis (FAP). Individuals with FAP often have mutations in the 
tumor suppressor APC gene and develop tumors in the colon as early as their 
teenage years. In ApcMin/+ mice, a dominant mutation in APC predisposes animals to 
multiple intestinal neoplasia by three months of age (Moser et al., 1990). Similar to 
tumors in FAP, tumors in ApcMin/+ mice often are benign in early stages but can 
eventually become locally invasive in the colon with time. On the contrary, in 
ApcMin/+ mice, most tumors are found in the distal small intestine, whereas in 
patients with FAP, tumors are predominantly in the colon. 
APC functions as a tumor suppressor through its effects on multiple cell 
processes including cell migration, differentiation, and apoptosis (Goss and Groden, 
2000). The role of APC in the Wnt pathway (which has been shown to have a key 
role in the induction of many gastrointestinal cancers) is to regulate cytoplasmic 
levels of β‐catenin by controlling β‐catenin degradation in the proteasome. 
Excessive β‐catenin accumulation in the cytosol can lead to subsequent 
translocation to the nucleus where it may activate Tcf/Lef family members to 
initiate downstream gene transcription (Clements et al., 2003). Tumor growth 
appears to be dependent on the continued activation of oncogenes, such as c­Myc, as 
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genetic deletion of c­Myc in the IECs of ApcMin/+ mice abolishes tumor growth 
(Sansom et al., 2007). 
The role of the microbiota in mediating disease in ApcMin/+ mice is currently 
unclear. It has been reported that under germ‐free conditions, ApcMin/+ mice develop 
two‐fold fewer adenomas than conventional controls in the medial small intestine, 
but show no significant difference in the rest of the intestinal tract, suggesting 
microbial status does not strongly alter tumor burden in this mouse model (Dove et 
al., 1997). On the other hand, the TLR signaling adaptor protein MyD88 was found to 
be important for the progression of colon carcinogenesis in ApcMin/+ mice (Rakoff‐
Nahoum and Medzhitov, 2007). Furthermore, previous studies have shown that 
colonization with H. hepaticus can increase the number of intestinal tumors by two‐
fold (Rao et al., 2006).  
  Thus, we sought to uncover the role of the H. hepaticus T6SS in tumor 
progression in ApcMin/+ mice. Adult mice were colonized for eight weeks with either 
wild‐type, T6SS mutant ∆IcmF, or no H. hepaticus. Consistent with previous reports, 
in the small intestine a nearly 2‐fold increase in tumors was observed in the 
presence of wild‐type H. hepaticus (Figure 8). Interestingly, however, this increase 
in tumor number was not found in mice colonized with T6SS mutant bacteria. 
Furthermore, in the colon, tumor burden was similar in mice colonized with or 
without wild‐type H. hepaticus, whereas again in mice colonized with the T6SS 
mutant, a significant reduction in the number of tumors was observed  (although it 
should be noted that overall tumor numbers were much lower in the colon than in 
the small intestine).    
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Figure 7. Colonic tumor burden in mice treated with AOM/DSS. 
Mice were colonized with either wild‐type, T6SS mutant ∆IcmF, or no H. hepaticus 
for one week prior to injection with AOM and 3 cycles of DSS treatment. Tumors in 
the colon were quantified and measured for size. Data shows combined results of 2 
experiments, with n=8 mice per group. Error bars show SEM. 
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Figure 8. Intestinal tumor burden in ApcMin/+ mice. 
ApcMin/+ mice were colonized with either wild‐type, T6SS mutant ∆IcmF, or no H. 
hepaticus for 8 weeks. Total tumor numbers in the colon and small intestine were 
quantified. Data shows combined results of 2 experiments, with n=10‐12 mice per 
group. Error bars show SEM. *p<0.05    
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Discussion 
Chronic inflammation is believed to be capable of promoting tumorigenesis by 
leading to microenvironments that foster genetic mutations and cell survival  
(Rakoff‐Nahoum, 2006). Consistent with this idea, clinical data has demonstrated 
that anti‐inflammatory medication can lead to regression of large bowel adenomas 
(Baron and Sandler, 2000). Based on our previous data showing that H. hepaticus 
T6SS mutants elicit increased inflammation in the colon, we predicted that 
colonization of mice with H. hepaticus T6SS mutant bacteria would increase tumor 
progression compared to colonization with wild‐type strains. However, our results 
indicate that in ApcMin/+ mice, colonization with T6SS mutant bacteria decreases 
tumor burden compared to wild‐type H. hepaticus.  
The paradoxical dual‐function of the immune system in regards to cancer 
development may explain these findings. It is believed the immune system has the 
ability to eliminate tumor formation in addition to promoting and even selecting for 
tumor growth (Schreiber et al., 2011). Specifically, the idea of ‘cancer 
immunosurveillance’ has been put forth to describe the ability of the immune 
system to identify transformed cells and target them for destruction (Smyth et al., 
2006). Tumor antigen‐specific cytotoxic T‐lymphocytes (CTL) appear to be the 
major effectors in the immune response against tumor cells. Interestingly, the same 
components of the immune system that promote oncogenic activity can also help 
induce tumor immunity depending on when they are recruited during the cancer 
development process.  MyD88 has been shown to be required for tumorigenesis in 
mouse models (Rakoff‐Nahoum and Medzhitov, 2007); however, MyD88 appears to 
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be important for antitumor activity as well by facilitating antigen presentation from 
dying tumor cells (Apetoh et al., 2007). In addition, in Drosophila melanogaster 
TNFα has been shown to have both tumor‐promoting and tumor‐suppressing 
activities (Cordero et al., 2010). 
During cancer development, an overly ‘tolerogenic’ environment may 
prevent effective killing of cancerous cells. In support of this hypothesis, Foxp3+ 
regulatory T cells were found to be important for driving tumorigenesis in a mouse 
model of lung cancer (Granville et al., 2009). Furthermore, preliminary studies from 
our laboratory have suggested that in a T cell transfer model of colitis, CD4+ T cells 
from mice colonized with wild‐type H. hepaticus may be more immunosuppressive 
compared to CD4+ T cells from mice colonized with T6SS mutant bacteria. Thus, if T 
cells from animals colonized with T6SS mutant bacteria are inherently less 
suppressive, this may help in combating diseases such as colon cancer where Tregs 
can possibly prevent the immune system from recognizing and destroying 
transformed cells and tissues. 
Understanding the role of intestinal pathobionts during the induction and 
progression of cancer will be critical as mounting evidence suggests that commensal 
organisms of the gut may play a causative role in disease. Classified as a class I 
carcinogen, H. pylori has been shown to lead to gastric adenocarcinoma in 1% of 
infected individuals. While 50% of the human population is thought to be colonized 
with H. pylori, only a small percentage actually develop gastric disorders (Dorer et 
al., 2009). Furthermore, T­bet­/­Rag2­/­ (TRUC) mice spontaneously develop 
dysbiosis and colitis, which can eventually progress into colorectal cancer (Garrett 
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et al., 2009); remarkably, microbiota transfer from these donors into wild‐type mice 
can confer disease (Garrett et al., 2007). Subsequent studies have identified two 
commensal proteobacteria over‐represented in TRUC mice, Proteus mirabilis and 
Klebsiella pneumonia, as the colitogenic microbes (Garrett et al., 2010). Whether 
there is a causal relationship between the microbiota, intestinal inflammation, and 
colon carcinogenesis will require further investigation. 
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CONCLUSION 
Host‐bacterial interactions (whether beneficial or harmful) are defined by a 
dynamic exchange of molecules that mediate various biological outcomes. Although 
T6SSs have been largely studied in the context of bacterial virulence, growing 
evidence supports the notion that T6SSs may have also evolved for non‐pathogenic 
purposes in symbiotic bacteria. We characterize herein that the T6SS of H. hepaticus 
limits colonization of animals and actively suppresses innate and adaptive immune 
responses. A summary of these findings is depicted in Figure 9, illustrating that the 
T6SS of H. hepaticus may shape an immunologically tolerant host immune system 
(i.e., reducing TLR, Th17 responses and promoting Tregs) through its interaction 
with IECs. Though numerous aspects of this host‐bacterial interface remain to be 
determined, the T6SS appears to promote a symbiotic relationship between H. 
hepaticus and mammals. 
Understanding how H. hepaticus is able to maintain a long‐term, non‐
pathogenic symbiosis with its murine host will be critical for insight into the biology 
of human intestinal Helicobacters. A handful of studies have implicated at least two 
species with tropism for humans, Helicobacter cinaedi and Helicobacter fennelliae, as 
being associated with enterocolitis, diarrhea, and bacteremia in a portion of infected 
patients (Flores et al., 1990; Fox et al., 2000; Totten et al., 1985). Moreover, studies 
have shown a higher association of Helicobacter species in the intestinal tract of 
Crohn’s disease and IBD patients compared to healthy patients, suggesting a 
potential role in pathogenicity (Bohr et al., 2004; Laharie et al., 2009; Man et al., 
2008; Zhang et al., 2006). An important observation from these studies is that 
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intestinal Helicobacter species are also detected in healthy patients. Similar to 
Helicobacter pylori whereby only 1% of colonized people develop gastric ulcers or 
gastric cancer, intestinal human Helicobacters do not appear to be pathogens as the 
majority of colonized people are asymptomatic. Unlike opportunistic pathogens that 
may not permanently colonize a host, understanding the dynamic molecular 
relationship between Helicobacters and mammals may provide paradigms for 
studies into human diseases caused by dysbiosis of pathobionts. 
The complex consortium of microbes within our GI tract actively shapes 
mammalian immune responses (Mazmanian et al., 2005). The microbiota has been 
implicated in numerous human disorders such as IBD, colon cancer, allergies, 
asthma, and type 1 diabetes (Kinross et al., 2008; Mazmanian et al., 2008; Penders et 
al., 2007; Wen et al., 2008), highlighting the importance of understanding the 
individual species that make up a ‘healthy’ microbiota. Numerous investigations 
have shown a significant alteration in the microbiota of patients with IBD (Frank et 
al., 2007; Lepage et al., 2005; Scanlan et al., 2006). A recent metagenomic (culture‐
independent analysis) case‐control study comparing the microbiota of patients with 
IBD to that of non‐IBD controls, revealed a statistically significant difference 
between the microbial compositions (Frank et al., 2007). Our understanding of how 
dysbiosis affects IBD is still preliminary. Further, genetic factors play an important 
role in the pathogenesis of IBD. Polymorphisms in bacterial sensing (NOD2/Card15) 
(Hampe et al., 2001), autophagy (ATG16L1) (Hampe et al., 2007) and T cell 
immunity (IL­23R) (Duerr et al., 2006) genes have highlighted the connection 
between microbes and inflammation in IBD (Figure 9). However, genetic variations 
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appear to predispose, but not predict, disease development as concordance rates 
between monozygotic twins are only 30% for IBD, and many people with 
polymorphisms for IBD‐related genes are healthy. Thus, environmental factors play 
a significant role in disease.  
Mounting evidence predicts that IBD, at least in part, results from dysbiosis 
of the normal microbiota (O'Hara and Shanahan, 2006). The convergent 
contributions of the host genetic landscape and epigenetic variables (i.e., the 
microbiota) should therefore be considered in evaluating the cause of complex 
immunologic diseases in humans. Our findings predict that discrete and identifiable 
bacterial species of the microbiota can drive intestinal inflammation if their 
‘balance’ with the host is altered. From this perspective, therapeutics which 
selectively target pathobionts may prove invaluable as a treatment for intestinal 
diseases such as IBD and colon cancer. 
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Figure 9. Proposed Interactions between H. hepaticus T6SS and the Intestinal 
Immune Response during Colonization. 
During prolonged intestinal colonization of animals, H. hepaticus intimately contacts 
the epithelium and uses its T6SS to create a tolerogenic immune environment 
(possibly through down‐regulating TLR expression and/or promoting Treg 
development). Crosstalk between host and bacteria maintains a balanced symbiotic 
interaction. This balance can be disturbed by genetic mutations associated with IBD 
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(NOD2, ATG16L1, IRGM, IL­23R) and/or dysbiosis caused by external disturbances 
(e.g., antibiotics, enteric infections, diet, etc.), which may result in elevated immune 
responses (increased Th17) in genetically susceptible hosts. Based on our and 
previous studies, it appears that the combination of host genotype and microbial 
status contributes to intestinal disease.   
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MATERIALS AND METHODS 
 
Bacterial Strains and Growth Conditions 
Helicobacter hepaticus ATCC51449 (ATCC) was cultured on Brucella agar plates 
with 5% sheep’s blood (Teknova) or in BHI with 10% FBS. Cultures were grown at 
37°C in 1% O2, 10% CO2, and 10% H2. For construction of mutants, ~2kb fragments 
of HH0252 (IcmF), HH0243 (Hcp), and HH0242 (VgrG) were PCR amplified and 
ligated into pGEMT (Promega). An erythromycin resistance gene digested from 
pSLB167 (Mehta et al., 2007) was inserted within the ORFs. Plasmid construction 
was carried out using E. coli JM109 with erythromycin and ampicillin used at 
150μg/ml and 100μg/ml, respectively. Plasmid was introduced into H. hepaticus by 
electroporation. Mutants were selected on plates with 5μg/ml erythromycin. 
 
MODE­K Cell Culture 
MODE‐K cells were cultured in DMEM supplemented with 10% FBS, 2mM L‐
glutamine, 50U/ml penicillin, 50μg/ml streptomycin, and 10mM hepes at 37°C in 
5% CO2 incubator. Cells were passaged using trypsin‐EDTA. For bacterial 
incubations, media were changed to UltraDOMA‐PF media (Lonza) supplemented 
with 10% FBS, 2mM L‐glutamine, 10mM hepes, non‐essential amino acids, 1mM 
sodium pyruvate, and 0.5mM β‐mercaptoethanol. Cytochalasin D (Sigma) was used 
at 10μM and added 1hr prior. For gentamicin protection assays, bacteria were 
added at an MOI of 100. Incubations were carried at 37°C in 1% O2. MODE‐K cells 
were washed in PBS, and media added with or without 100μg/ml gentamicin for 
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2hrs at 37°C. MODE‐K cells were rinsed with PBS, lysed with 0.1% saponin for 
15min at 25°C, and plated for bacterial quantification. 
 
Generation of H. hepaticus Antibodies 
~900bp fragments HH0243 (Hcp) and HH0242 (VgrG) were cloned into pQE30 
6xHis‐tagged expression vector (Qiagen) and transformed into E. coli JM109. E. coli 
were grown at 25°C with 0.5mM IPTG for 5hrs. Peptides were purified using Ni‐NTA 
columns (Qiagen) and injected into chickens for antibody production (QED 
Bioscience). Antibodies were collected from eggs using the EGGstract IgY kit 
(Promega). 
 
Immunohistochemistry 
MODE‐K cells were fixed in 4% PFA. Paraffin‐embedded tissues were deparaffinized 
in xylene and rehydrated in ethanol. Antigen retrieval in 10mM sodium citrate, pH 
6.0 was carried out for 20min at 95°C. PBS with 5% FBS was used to block and 
dilute antibodies. Wheat germ agglutinin conjugated to tetramethylrhodamine was 
used at 1:1000 for 1hr at 4°C (Invitrogen). Anti‐H. hepaticus and anti‐VgrG were 
incubated at 20μg/ml overnight at 4°C. Rabbit anti‐mouse E‐cadherin antibody was 
diluted at 1:250 (Santa Cruz Biotech). Samples were imaged using a Zeiss LSM 510 
Upright confocal microscope.  
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Microarray Hybridization and Data Analysis 
RNA was prepared using TRIzol. RNA was labeled and hybridized to Agilent 
microarrays (Whole Mouse Genome Microarray) following manufacturer's 
instructions. Microarrays were scanned using an Agilent DNA Microarray Scanner 
G2565CA, and data were acquired using Agilent's Feature Extraction Software 
version 10.1.1.1. Significant genes were selected based on p<0.05 and fold change 
>1.5. For enrichment analysis of biological process ontology, probe lists were 
analyzed in DAVID and selected based on p< 0.01. 
 
Animal Housing 
7‐ to 10‐week‐old animals were used for all experiments. SPF C57Bl/6 and C3H/HeJ 
wild‐type mice were purchased from Taconic Farms and Jackson Laboratories, 
respectively. SPF C57Bl/6 Rag1‐/‐ and C57Bl/6 IL­10‐/‐ mice were bred and 
maintained in our facilities. Germ‐free Swiss Webster and C57Bl/6 mice were kept 
in sterile isolators. Germ‐free animals were screened weekly for bacterial, viral, and 
fungal contamination. ApcMin/+ mice on a C57Bl/6 background were either 
purchased from Jackson Laboratories or received as a gift by Sergio Lira. ApcMin/+ 
mice were colonized with H. hepaticus for 8 weeks and analyzed at the end of the 
colonization period. Animals were cared for under established protocols and IACUC 
guidelines of California Institute of Technology. 
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Induction of AOM/DSS­mediated colorectal cancer 
C57Bl/6 mice were colonized with H. hepaticus for 1 week prior to intraperitoneal 
injection with 10mg of azoxymethane (AOM) per kg of body weight on day 0, 
followed by 3 periods of 7‐day‐long oral administration of 2.5% dextran sodium 
sulfate (DSS) in drinking water. DSS cycles began on Day 0, 21 and 54. Animals were 
sacrificed on Day 81. 
 
Intestinal Epithelial Cell Isolation 
Colons were cut longitudinally and 1cm fragments were incubated twice in HBSS 
(no calcium or magnesium) with 5mM EDTA and 10mM Hepes for 20min at 37°C 
with gentle agitation. Cells were then treated with 5% FBS, 3U/ml Dispase, and 
100ug/ml DNAse for 30min at 37°C. IECs were subsequently treated with 200ug/ml 
gentamicin for 2hrs at 37°C, lysed with 0.5% saponin, and plated on TVP plates for 
selection of H. hepaticus.    
 
Adoptive Cell Transfer  
Single‐cell suspensions of spleens from sex‐matched mice were treated with red 
blood cell lysing buffer (Sigma). CD4+ T cells were isolated using a negative selection 
CD4+ isolation kit (Miltenyi Biotec). Cells were stained with 5μg/ml anti‐CD4‐FITC 
and 2μg/ml anti‐CD45Rb‐PE (eBioscience). CD4+CD45Rbhi cells were isolated by 
fluorescence activated cell sorting (FACS). 2x105 cells were injected 
intraperitoneally into Rag1‐/‐ animals. Two weeks later mice were orally gavaged 
with 1x108 wild‐type, ∆IcmF, or ∆Hcp H. hepaticus. Animals were sacrificed 2‐4 
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weeks after. Colon tissues were fixed in Bouin’s fixative and sent out for paraffin‐
embedded sectioning and H&E staining (Pacific Pathology, San Diego). 
 
Quantitative real­time PCR 
RNA was extracted using TRIzol. RNA was treated with DNase (Sigma) prior to 
cDNA conversion using iScript cDNA synthesis kit (Bio‐Rad). qRT‐PCR was 
performed using iQ SYBR Green Supermix (Bio‐Rad). Reactions were carried out on 
a Bio‐Rad iCycler IQ5. For cytokine analysis, samples were normalized to the 
housekeeping gene L32. 
 
Colon Organ Culture and MLN Re­stimulation 
Colon tissues were washed in PBS and cultured in 48‐well plates in serum‐free 
complete RPMI for 24hrs. Supernatants were collected and normalized to total 
protein concentration using Bradford reagent. Samples were analyzed by ELISA 
(eBioscience). For re‐stimulation assays, MLNs were disrupted into single‐cell 
suspensions and cultured in 48‐well plates at 1x106 cells/ml in complete RPMI. Cell 
stimulants were added: PMA at 50ng/ml, ionomycin at 500ng/ml, anti‐CD3 at 
2μg/ml, and anti‐CD28 at 2μg/ml. Supernatants were collected after 1d and 
analyzed by ELISA. 
 
MODE­K Antigen Presentation 
MODE‐K cells were treated with 100U/ml of IFNγ for 7 days prior to experiments. 
MODE‐K cells were pulsed with 20μg/ml of SHelAg for 24hrs. Cells were rinsed 
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prior to the addition of CD4+ T cells collected from the MLNs of SPF C3H/HeJ mice 
colonized with wild‐type, ∆IcmF, ∆Hcp, or no H. hepaticus for 2 weeks. The ratio of 
MODE‐K to T cells was 1:10. After 72hrs, RNA was collected, and cytokine levels 
assayed by qRT‐PCR. Preparation of SHelAg consisted of sonicating wild‐type 
bacteria and centrifuging lysate to remove insoluble material. MODE‐K cells were 
stained with anti‐MHC class II antibodies obtained from eBioscience or ATCC 
(10.2.16) and analyzed by flow cytometry.  
 
Primers for generation of H. hepaticus mutants  
Primers used are as follows from 5’ to 3’: IcmF Fwd ‐ GAC TTG TTA GAG GGT ATG 
CG; IcmF Rev ‐ GGC AGG ATT TGG CAC ATA GG; Hcp Fwd ‐ GAA TCA ACA GAA TAG 
TTT AGG AT; Hcp Rev ‐ GAT AGT TTG TGT TGC CAT AGG; VgrG Fwd ‐ ATG AGT GCT 
TTT CTT TCT TTG G; VgrG Rev ‐ CTC TGT TTG ATG ATA CTT GCA T. 
 
Apoptosis Labeling 
MODE‐K cells were briefly rinsed once with PBS and removed from the plate using 
trypsin. Cells were stained for annexin V and propidium iodide using the Annexin V 
Apoptosis Detection kit (eBioscience) following manufacturer’s instructions.  
 
Primers for qRT­PCR 
Mouse primer sequences were used from previous studies (Mazmanian et al., 2008). 
Primer sequences for the H. hepaticus 16S gene are as follows from 5’ to 3’: F‐GAC 
ATA GGC TGA TCC TTT AG; R‐TAG GTT ATG TGC CCT TTA GT. 
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Cecum homogenate  
Cecum tissue fragments were washed in PBS and homogenized in RIPA lysis buffer 
(Pierce) supplemented with protease inhibitors (Roche). Supernatants were 
normalized to total protein concentration and analyzed for cytokines by ELISA. 
 
Statistical Analysis 
Student’s t test was used for evaluating statistical significance. p<0.05 was 
considered significant.  
 
Accession Numbers 
Microarray data have been deposited in the GEO database with the accession 
number GSE20434.  
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